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Nodulaçªo e fixaçªo do dinitrogŒnio em soja
tratada com sulfentrazone(1)
Joªo Silveira Arruda(2), Nei Fernandes Lopes(3) e Marcos Antonio Bacarin(4)
Resumo  Em condiçıes de casa de vegetaçªo, avaliou-se o efeito de doses (0, 36, 72, 108 e
144 µg m-2 de i.a.) do herbicida sulfentrazone na nodulaçªo da soja (Glycine max (L.) Merrill cv. BR-16)
infectada com Bradyrhizobium japonicum estirpe SEMIA 5079, e na fixaçªo de dinitrogŒnio, estimada
pelos teores de ureídeos no exsudato do xilema. Foram quantificados, tambØm, os teores de aminoÆcidos
e nitrato no exsudato do xilema. O nœmero e a matØria seca dos nódulos, as concentraçıes de
aminoÆcidos, nitrato e ureídeos decresceram com o incremento na dose de sulfentrazone, tanto no
estÆdio R3 quanto no R5 de desenvolvimento da soja.
Termos para indexaçªo: Bradyrhizobium japonicum, Glycine max, herbicidas, rizóbio.
Nodulation and dinitrogen fixation in soybean treated with sulfentrazone
Abstract  Under greenhouse conditions, the effect of sulfentrazone rates (0, 36, 72, 108 and
144 µg m-2 of a.i.) was evaluated on growth of nodules in soybean (Glycine max (L.) Merrill cv. BR-16),
inoculated with Bradyrhizobium japonicum strain SEMIA 5079, on dinitrogen fixation estimated by
the content of ureides in xylem exsudate. The amino acids, nitrate and ureides contents in xylem exsudate
were also determined. The number and dry matter of nodules, the content of amino acids, nitrate and
ureides decreased as a function of increase of sulfentrazone rate at R3 and R5 development stages of
soybean stages.
Index terms: Bradyrhizobium japonicum, Glycine max, herbicides, rhizobium.
requerimento de N total da cultura (Thurlow &
Hiltbold, 1985; Marenco et al., 1993). Entretanto, o
uso de herbicidas pode reduzir a nodulaçªo (Deuber
et al., 1981; Varela & Cruz, 1984; Mallik & Tesfai,
1985; Bollich et al., 1988). A reduçªo na fixaçªo de
N2, causada pelos herbicidas, pode ser devida à açªo
indireta no crescimento da planta, a efeitos diretos
sobre o crescimento do rizóbio, ou a efeitos sobre
associaçªo planta-rizóbio.
Os produtos nitrogenados sintetizados nos nódu-
los sªo exportados rapidamente para a parte aØrea
do hospedeiro, via xilema, pelo fluxo da transpiraçªo.
As leguminosas mais representativas no Brasil, a soja
e o feijªo, quando noduladas, transportam o N pro-
veniente da fixaçªo biológica do N2 principalmente
na forma de N-ureídeo (alantoina e Æcido alantóico).
A composiçªo da seiva do xilema de leguminosas
noduladas, em termos de compostos nitrogenados,
pode ser encontrada em algumas revisıes e traba-
lhos, como os de Sprent (1984) e Atkins (1991).
As anÆlises dos compostos nitrogenados na seiva do
xilema sªo importantes em estudos fisiológicos, mos-
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Introduçªo
O uso de herbicidas Ø um componente importante
no processo de produçªo da maioria das culturas;
entre estas, as capazes de fixar nitrogŒnio. Na cultura
de soja, os herbicidas sªo utilizados em quantidades
significativas para o controle de plantas daninhas;
entretanto, pouco Ø conhecido sobre a influŒncia que
estes produtos exercem sobre a nodulaçªo e fixaçªo
do dinitrogŒnio (N2). A fixaçªo do N2 na simbiose
soja-rizóbio pode contribuir com mais de 70% no
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trando as variaçıes metabólicas que ocorrem devido
ao microssimbionte e ao hospedeiro, ou, ainda, por
estresses ambientais, alØm de outros fatores (Hungria
et al., 1985a, 1985b, 1989; Hungria & Neves, 1986a,
1986b, 1986c; Hungria & Franco, 1988, 1993;
Thomas & Hungria, 1988).
TambØm tem sido sugerido que anÆlise dos com-
postos nitrogenados da seiva do xilema, tanto em
condiçıes de campo como em casa de vegetaçªo,
pode ser utilizada para a quantificaçªo da fixaçªo
biológica de N2. Isso foi proposto para as leguminosas
que transportam ureídeos, pois em diversos experi-
mentos foi encontrada uma correlaçªo positiva e sig-
nificativa entre concentraçªo de ureídeos na seiva
do xilema e as estimativas do N2 proveniente da fi-
xaçªo obtidas pelas tØcnicas de reduçªo do acetileno,
diluiçªo isotópica de 15N e acœmulo de N total nos
tecidos (Herridge, 1982,1984; Berkum et al.,1985;
Hungria et al.,1985a; Hungria & Neves, 1986b).
O sulfentrazone faz parte do grupo das aril-
triazolinonas, cujo nome químico Ø N-[2,4-dicloro-
5-[4-(difluorometil)-4,5-dihidro-3metil-5-oxo-1H-
1,2,4-triazol-1-yl]-fenil] metanossulfonamida.
O mecanismo de açªo do sulfentrazone nas plantas
invasoras estÆ relacionado com a inibiçªo da enzima
protoporfirinogŒnio oxidase (Protox) (Nandihalli &
Duke, 1993). Sua translocaçªo ocorre com pequena
movimentaçªo pelo floema, pelo fato de ocorrer rÆ-
pida dessecaçªo foliar. Apresenta açªo de prØ-emer-
gŒncia, recomendado para as culturas de soja e cana-
de-açœcar (Rodrigues & Almeida, 1998).
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
doses de sulfentrazone sobre a nodulaçªo e fixaçªo
do N2 na cultivar BR-16, infectada com a estirpe de
rizóbio SEMIA 5079.
Material e MØtodos
O experimento foi conduzido em casa de vegetaçªo,
localizada em Pelotas, RS, no período de janeiro a março
de 1998. Sementes de soja [Glycine max (L.) Merrill]
cv. BR-16 foram semeadas em vasos de plÆstico com ca-
pacidade de cinco litros, contendo substrato com compo-
siçªo física de 149, 430 e 421 g kg-1 de argila, areia e silte
respectivamente, e 4,4 g kg-1 de matØria orgânica.
O substrato apresentou 18% de retençªo de Ægua na capa-
cidade de campo (yw » -0,03 MPa), sendo mantido pró-
ximo a esse regime hídrico, por irrigaçıes diÆrias, ao lon-
go do período experimental.
O substrato foi previamente esterilizado, aplicando-se
15 x 10-5 m3 de brometo de metila por m3 de substrato,
por um período de dez dias, e correçªo química com
400 mg de P (superfosfato simples) e 80 mg de K (cloreto
de potÆssio) por quilo de substrato. O pH foi corrigido
para 6, que favorece o desenvolvimento da simbiose
rizóbio-planta. A correçªo foi realizada mediante a tabela
de interpretaçªo de anÆlises de solo adotada pela Rede Ofi-
cial de Laboratórios dos Estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina (Rolas, 1995).
A semeadura foi realizada em 25 de janeiro de 1998,
na densidade de cinco sementes por vaso. Quinze dias após
a semeadura (DAS), foi feito o desbaste, deixando-se uma
plântula por vaso. No momento da semeadura o substrato
foi infectado com uma concentraçªo de 1,8 x 107 UFC mL-1
da estirpe de rizóbio SEMIA 5079, sendo colocados
900 mL por vaso. Após a semeadura, foi aplicado o
herbicida sulfentrazone nos vasos, com pulverizador de
pressªo constante (200 kPa), calibrado para vazªo de
300 L ha-1.
O experimento teve delineamento inteiramente casua-
lizado, no esquema fatorial (5 x 2), sendo cinco doses de
sulfentrazone e duas Øpocas de coleta, com quatro repeti-
çıes. As doses utilizadas de sulfentrazone foram 0, 36, 72,
108 e 144 µg m-2 de i.a.; a terceira dose Ø a recomendada.
A primeira coleta foi realizada no estÆdio R3 (58 dias após
a semeadura), e a segunda, em R5 (65 dias após a semea-
dura) da escala diferencial de crescimento da soja propos-
ta por Fehr et al. (1971). A parte aØrea das plantas foi
seccionada rente ao substrato, deixando-se o pedaço de
caule unido ao sistema radical, para acoplar um tubo de
lÆtex cilíndrico com 25 mm de comprimento, que serviu
para armazenar o exsudato translocado das raízes via
xilema. A coleta de exsudato foi realizada com auxílio de
micropipeta automÆtica, entre as 10h e as 12h30. As amos-
tras foram colocadas em frascos de vidro à temperatura de
0”C, e, posteriormente, armazenadas em congelador, a
-15”C, atØ o momento das anÆlises.
Os teores de nitrato, aminoÆcidos e ureídeos no
exsudato do xilema foram quantificados, segundo Cataldo
et al. (1974), por reaçªo de ninhidrina (Herridge, 1984;
Peoples et al., 1989) e reaçªo colorimØtrica (Young &
Conway, 1942), respectivamente. Uma mistura equimolar
de glicina, glutamina, fenilalanina e arginina foi usada
como padrªo na determinaçªo dos aminoÆcidos.
Os resultados foram submetidos a anÆlise de variância
e aplicados testes de Duncan (P£0,05). Foram realizadas
tambØm anÆlises de regressªo, para obter a equaçªo mate-
mÆtica que melhor se ajustasse aos dados experimentais.
TambØm foram estimadas as doses que inibiram 50% dos
compostos do exsudato do xilema e do nœmero e matØria
seca dos nódulos (I50).
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Resultados e Discussªo
A matØria seca dos nódulos (Wn) das raízes de
soja foi afetada negativamente pelo sulfentrazone, e
ocorreu uma diminuiçªo significativa em razªo do
incremento de doses do herbicida, tanto no estÆdio
de crescimento R3 quanto no R5 (Tabela 1). Compa-
rando Wn das plantas controle, cujos valores foram
de 252 e 480 mg planta-1, com as tratadas com
sulfentrazone na dose de 72 µg m-2 de i.a., com 112
e 120 mg planta-1, nos estÆdios R3 e R5, respectiva-
mente, constatou-se uma reduçªo em Wn de 55,5%
em R3 e de 75,0% em R5.
O nœmero de nódulos (Nn) das raízes de soja foi
influenciado negativamente pelo herbicida
sulfentrazone, e ocorreu reduçªo significativa em
razªo do aumento de doses do herbicida, nos estÆ-
dios de crescimento R3 e R5 (Tabela 1). Quando com-
parado Nn das plantas controle, cujos valores foram
67 em R3 e 92 em R5, com as plantas tratadas com
sulfentrazone na dose de 72 µg i.a. m-2, com Nn de
45 e 16 nódulos planta-1, verificou-se que houve uma
reduçªo de 33,0% em R3 e 82,6% em R5. Provavel-
mente, essas reduçıes em Wn e Nn ocorreram de
forma indireta, causadas pelo herbicida, acarretando
menor produçªo e menor quantidade de fotoassi-
milados translocados e alocados aos nódulos, pois o
fornecimento de fotoassimilados Ø essencial a sua
formaçªo e manutençªo da atividade da enzima
nitrogenase nos nódulos (Wong & Evans, 1971).
Os resultados mostraram que houve tendŒncias
de reduçıes em Wn e Nn, em razªo de doses de
sulfentrazone, tanto no estÆdio R3 quanto no R5. Re-
sultados semelhantes foram obtidos por Marenco
et al. (1993) com os herbicidas clorimuron e
trifluralina em soja.
Os teores de aminoÆcidos no exsudato do xilema
decresceram com o aumento na dose do herbicida
sulfentrazone, apresentando comportamento diferen-
ciado em ambos os estÆdios de crescimento (Figu-
ra 1). No estÆdio R3 a reduçªo mais drÆstica ocorreu
a partir da dose de 36 µg m-2 de i.a., enquanto no
estÆdio R5 os teores de aminoÆcidos no exsudato fo-
ram praticamente constantes atØ a dose de 72 µg m-2
de i.a., recomendada para a cultura da soja no cam-
po, e ocorreu queda acentuada no teor de aminoÆcidos
em doses mais elevadas.
As doses que inibiram 50% da concentraçªo de
aminoÆcidos nos vasos do xilema (I50) foram de 50,0
e 93,0 µg m-2 de i.a., aos 58 e 65 DAS, respectiva-
mente. A dose que produziu o I50 na concentraçªo de
aminoÆcidos ficou abaixo da recomendada no estÆ-
dio R3 e acima em R5, e esta ficou bem próxima da
recomendada.
A reduçªo na concentraçªo de nitrato foi diferen-
te em relaçªo aos estÆdios de crescimento das plan-
tas de soja (Figura 2). Houve reduçªo acentuada na
concentraçªo de nitrato com o aumento na dose de
(1)Em cada coluna, mØdias seguidas pela mesma letra nªo diferem entre si a
5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.
Número de nódulos
por planta
Matéria seca de nódulos
(mg planta-1)
Dose
( JP-2 de i.a.)
R3 R5 R3 R5
0 67a 92a 252a 480a
36 48ab 28b 139ab 195b
72 45ab 16b 112ab 120b
108 21bc 15b 40b 60c
144 6c 11b 2c 40c
Tabela 1. Nœmero e matØria seca de nódulos nos estÆdios
R3 (58 dias após a semeadura) e R5 (65 dias após a seme-
adura) das plantas de soja em razªo de doses do herbicida
sulfentrazone(1).
Figura 1. Efeito de doses do herbicida sulfentrazone nos
teores de aminoÆcidos no exsudato de plantas de soja nos
estÆdios R3 (n) e R5 (l).
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sulfentrazone, tanto aos 58 (R3) quanto aos 65 DAS
(R5), quando comparada com as concentraçıes de
nitrato das plantas controle. As doses que inibiram
50% na concentraçªo de nitrato na seiva dos vasos
do xilema (I50) foram de 24,0 e 59,5 µg m-2 de i.a.,
aos 58 e 65 DAS, respectivamente, sendo menores
do que a dose recomendada para a cultura da soja.
No estÆdio R5 a quantidade de aminoÆcidos nas
plantas controle foi quatro vezes maior que a con-
centraçªo de nitrato. Provavelmente, parte do decrØs-
cimo de nitrato foi devido à própria reduçªo do ni-
trato a amônia, que pode ter ocorrido no sistema
radicular das plantas de soja, pelas enzimas nitrato e
nitrito redutase, utilizando agentes redutores prove-
nientes da respiraçªo, e incorporando-a em Æcidos
orgânicos ou aminoÆcidos por meio de transaminases
ou aminotransferases dentro do próprio nódulo. Plan-
tas de soja com baixo nœmero de nódulos e nªo-
noduladas transportam N na forma de asparagina e
glutamina (Streeter, 1977; Pate et al., 1980), redu-
zindo a concentraçªo de nitrato na seiva do xilema,
mascarando a quantidade real de nitrato absorvido
pelas raízes da soja.
A concentraçªo de ureídeos na seiva do xilema
decresceu significativamente em razªo do incremen-
to de doses do herbicida, em ambos os estÆdios de
crescimento R3 e R5 (Figura 3). No estÆdio R3, a con-
centraçªo de ureídeos foi praticamente a metade do
que da verificada em R5 nas plantas controle analisa-
das. As doses que inibiram 50% da concentraçªo de
ureídeos no exsudato dos vasos do xilema das plan-
tas de soja (I50) foram de 112 e 84 µg m-2 de i.a., aos
58 e 65 DAS, respectivamente. Verifica-se que a dose
de 84 µg m-2 de i.a., aos 65 DAS, ficou bastante pró-
xima da recomendada. A alta concentraçªo de
ureídeos encontrada no estÆdio R5 estÆ de acordo com
os resultados obtidos na fase reprodutiva da soja por
McClure & Israel (1979) e Herridge et al. (1990).
O aumento do N2 fixado durante os estÆdios
reprodutivos pode estar influenciado por estímulos
hormonais pelo surgimento dos botıes florais (Peat
et al., 1981).
A reduçªo na matØria seca e no nœmero de nódu-
los, nas concentraçıes de aminoÆcidos, nitratos e
ureídeos causados pela herbicida sulfentrazone foi
similar aos efeitos negativos dos herbicidas
clorimuron e trifluralina, que causaram reduçªo na
nodulaçªo e fixaçªo de N (Marenco et al., 1993). Por
outro lado, esses mesmos autores, constataram que o
clomazone nªo influenciou Wn, mas estimulou o
aumento do nœmero de nódulos e tambØm causou
reduçªo na fixaçªo de N.
As reduçıes nos teores de ureídeos, aminoÆcidos
e nitratos estªo intimamente relacionadas com efei-
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Figura 2. Efeito de doses do herbicida sulfentrazone nos
teores de nitrato no exsudato de plantas de soja nos estÆ-
dios R3 (n) e R5 (l).
Figura 3. Efeito de doses do herbicida sulfentrazone nos
teores de ureídeos no exsudato de plantas de soja nos es-
tÆdios R3 (n) e R5 (l).
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tos indiretos causados pelo herbicida nos diversos
órgªos da planta, pois o sulfentrazone acarretou di-
minuiçªo no tamanho do aparelho assimilatório, re-
duzindo as matØrias secas da parte aØrea e raízes
(Arruda, 1998).
Conclusªo
O sulfentrazone reduz tanto a formaçªo de nódu-
los quanto a fixaçªo do N2, e esses efeitos sªo acen-
tuados com o aumento das doses do herbicida.
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